













acquired blindness  in adults. Mitochondria are  cellular organelles  involved  in  energy production 
















Diabetic retinopathy  (DR), one of  the most common complications of diabetes,  is  the  leading 




and 60% of  those with  type 2 are  likely  to  suffer visual  impairment  caused by DR  [4]. With  the 
epidemic rise in diabetes, affecting a reported 463 million people worldwide in 2019 and predicted 
to rise to 700 million by 2045, at least a third of the millions of people affected by diabetes will also 
develop DR making  this a global and extremely urgent problem  [5]. Therefore,  there  is a  strong 
clinical, societal, and economic need to understand the molecular mechanisms involved and to design 
novel preventative treatment strategies for the development or progression of DR. 
DR  is  asymptomatic  in  the  initial  years  of  diabetes,  during which  time molecular  changes, 
currently undetectable in humans, precede visible microvascular changes. Such changes propagate 
with increased duration of diabetes, however, currently it is not possible to detect them before retinal 







Hyperglycaemia  is a key contributor of damage  to  the eye,  leading  to  increased  intracellular 
reactive  oxygen  species  (ROS),  oxidative  stress,  and  damage  to  DNA,  proteins,  and  lipids  [6]. 
Mitochondria, the site of energy production in the cell, are implicated in the overproduction of retinal 










proposed  that  blood  samples  from  DR  patients  could  be  useful  for  the  detection  of  systemic 
mitochondrial dysfunction.  In a cross‐sectional study comprising of 220 patients, we showed  that 
circulating mtDNA levels were independently associated with DR, showing a biphasic response to 
the disease,  and  in parallel, we detected  increased  inflammation  and  some  evidence  of mtDNA 
damage in DR patients [11]. 
We previously proposed the hypothesis that early changes in mtDNA levels reflect subsequent 
mitochondrial dysfunction and mtDNA damage  [12]. We postulated  that  in DR, hyperglycaemia 
initially  causes  a  maladaptive  response  in  the  form  of  increased  cellular  mtDNA  levels,  and 
subsequently,  a  bioenergetic  deficit  through  mtDNA  damage  and  impaired  oxidative 
phosphorylation (OXPHOS). We were able to detect increased mtDNA damage in 220 DR patients 
using a PCR‐based method  [11], however, although  this was an  indication of mtDNA mutations, 
there were limitations with the method. Blood cells can contain hundreds of copies of mtDNA per 
nuclear  genome  which,  if  damaged,  can  coexist  with  wildtype  DNA  in  a  situation  known  as 
heteroplasmy. Due to the coexistence of both mutant and wildtype mtDNA within the same cell, the 































  Diabetes with No Retinopathy (DR‐0)  Diabetic Retinopathy (DR)  p‐Value 





Sex (male:female)  7:13  22:17  ns 



















































described by Bannwarth et al.  [14] and are given  in Table A1. For each region,  the amplicons were 












with  and without  retinopathy. A pilot  experiment highlighted  amplicon P  as  a  site of  suspected 
mtDNA mutations, which were investigated by amplification of the overlapping amplicon H’ (green 
















amplicon  H’  of  patient  6,  7,  and  8.  M.W:  molecular  weight  marker  GeneRuler  1  kb  plus 
(ThermoFisher). 
Although  we  had  predicted  mtDNA  damage  would  occur  randomly,  we  noted  potential 
mutational hotspots, i.e., cleaved products of similar sizes in different patients, which we identified 
by matching bands across patients in relation to ladder and location of undigested band. Sixteen out 








were  separated and analysed by gel electrophoresis with mutations  identified by  the presence of 




Category    Patient    P amplicon    H’ amplicon   
P1    P2    P3    P4    P5    H’1    H’2    H’3    H’4    H’5    H’6    H’7   
DR‐0    114    +    +    ‐    ‐    ‐    +    ‐    +    +    +    ‐    ‐   
153    +    +    ‐    ‐    ‐    +    ‐    +    +    ‐    ‐    ‐   
DR‐m   
137    +    +    ‐    ‐    ‐    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐   
157    +    +    ‐    ‐    ‐    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐   
151    +    ‐    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    +    ‐    ‐   
91    +    +    ‐    ‐    +    +    ‐    ‐    +    +    +    ‐   
136    +    +    ‐    +    ‐    ‐    ‐    ‐    +    +    ‐    ‐   
110    +    ‐    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    +    +    ‐    ‐   
58    ‐    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    ‐    ‐    ‐   
DR‐s   
161    ‐    ‐    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    ‐    ‐    ‐   
65    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    ‐    ‐    ‐   
14    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    +    ‐    +   
16    +    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    +    +   
8    +    ‐    +    ‐    ‐    ‐    ‐    ‐    +    ‐    +    +   
9    +    ‐    +    ‐    ‐    +    ‐    ‐    +    ‐    ‐    ‐   
23    +    +    ‐    ‐    ‐    n    n    n    n    n    n    n   
DR‐0: Diabetes  patients with  no  retinopathy,  ETDRS  <  20; DR‐m: mild  nonproliferative  diabetic 
retinopathy,  ETDRS  35‐43;  DR‐s:  severe  nonproliferative  and  proliferative  diabetic  retinopathy, 












  Mild Diabetic Retinopathy (DR‐m)    Severe Diabetic Retinopathy (DR‐s)   p Value  





Sex (male:female)  10:10  12:7  ns  
















































using  the  “elongase” method  [13], which  compares  the  efficiency of  the  amplification of  a  large 
fragment of mtDNA [11]. Based on this and other studies, we proposed a hypothesis in which an 























sites.  For  wildtype  mtDNA,  none  of  the  amplicons  should  contain  mismatch  sites,  whereas  if 
mutations are present, then the enzyme will cleave at the mismatch site and the resulting digested 
products can be visualized as cleaved products. Any putative mismatch sites can be confirmed by 




that  putative mutations were  detected more  often  in  amplicon  P  of  the mitochondrial  genome. 
Amplicon P comprises a number of noncoding  regions  for  tRNAs, and  the genes encoding ND6, 







blood  from DR patients. MT‐RNR1  (encodes 12S  rRNA), F  (tRNA phenylalanine),  control  region 





chain,  tRNAs  and  an  rRNA molecule.  The NADH  dehydrogenase  6  (MT‐ND6)  gene  encodes  a 
subunit of complex  I, a significant part of  the electron  transport chain  in  the  inner mitochondrial 
membrane  [20].  Mutations  in  MT‐ND6  have  been  found  in  association  with  several  diseases, 
including Leber’s Hereditary Optic Neuropathy (LHON), where retinal ganglion cells are affected 
leading  to  loss  of  visual  acuity,  and  Leigh  Syndrome,  a  primarily  neurological  condition with 
paediatric  onset  [21]. Cytochrome B  (MT‐CYB)  is  one  of  11 proteins  forming  complex  III  of  the 
electron transport chain, and mutations have been linked to muscle weakness [22]. Mutations in 12S 
rRNA  (MT‐RNR1),  a  component  of  the  small  subunit  of  the mitochondrial  ribosome, have been 
associated with sensorineural hearing loss [23]. Several pathogenic mutations have been identified in 
genes  encoding  tRNAs  located  within  the  region  encompassed  by  amplicon  P,  namely,  tRNA 
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phenylalanine  [24],  proline  [25],  threonine  [26],  and  glutamic  acid  [27].  The  control  region  is  a 
hypervariable region of noncoding DNA which has been used to trace human population lineages 
[28]. Mutations in this region have been identified in several cancers [29–31]. 
Diabetic  retinopathy,  a  common  complication  of  diabetes,  is  not  generally  regarded  as  a 
mitochondrial  disease.  Traditionally,  mitochondrial  genetic  diseases  arise  due  to  mutations  in 
mtDNA  itself  or  in  nuclear  genes  required  for mitochondrial  function.  These  diseases  are  rare, 
affecting approximately 1 in 4300 adults, and can affect multiple cell types and organ systems leading 
to symptoms with a range of severity and onset at any age  [32]. However, an  increasing body of 
evidence  suggests  a  link  between mitochondrial dysfunction  and  diabetic  complications  [16,33], 
which, due to the epidemic rise in diabetes, are prevalent affecting millions of people worldwide. 















6  were  diagnosed  with  DR,  3  of  which  had  additional  microvascular  complications  such  as 
neuropathy and nephropathy [35]. Interestingly, no mutations were seen in diabetes patients without 
DR in this study, whereas we report potential mutations in 10% of our DR‐0 cohort. A small cohort 
study  of  10  individuals  with  late  diabetic  complications  including  retinopathy,  nephropathy, 
neuropathy,  and  other macrovascular  complications were  found  to  have  increased  evidence  of 
mtDNA  lesions  in peripheral blood mononuclear  cells  in  comparison  to 10 age‐matched healthy 
volunteers [38]. Whilst we did not evaluate healthy controls as part of our current study, the literature 
supports our finding of increased mtDNA damage in diabetes and its complications. 
The  surveyor  nuclease method was  used  in  this  study  for  qualitative  analyses  of mtDNA 










cytochrome  B,  12S  ribosomal  RNA,  a  number  of  tRNAs,  and  the  noncoding  region  of  the 
mitochondrial genome. The functional impact of such mutations is not yet known. Mutations were 
more common  in  those with DR versus  those without. Therefore, our data suggests  that mtDNA 
mutation is associated with DR, however, the nature of this association is yet to be fully elucidated. 
Damaged  out  of  place mtDNA may directly  contribute  to  increased  inflammation  in DR‐s  as  it 
resembles bacterial DNA. If damaged mtDNA contributes to the progression of retinopathy, then the 
design  of  strategies  for  the  removal  of  damaged  circulating  mtDNA  could  provide  a  novel 
therapeutic target for the treatment and prevention of diabetic retinopathy progression. 







with written  informed consent  in accordance with  the Declaration of Helsinki. Categories  for DR 
severity were defined using the Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) [31] severity 
system as previously defined [11]. 
Metabolic  status  (HbA1c) and  lipid  levels were assessed by  the hospital clinical  lab  services 
using standardized assays. The  Jaffe assay was used  to measure creatinine. Glomerular Filtration 
Rate (GFR) was assessed using the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) formula [39]. Body 
mass  index  (BMI,  kg/m2),  diastolic  blood  pressure,  and  systolic  blood  pressure  (mmHg)  were 
recorded during the visit to the clinic at the time of blood sampling. 
4.2. Determination of Circulating mtDNA Content 


























We have  shown  increased prevalence of mutations  in a  specific  region of  the mitochondrial 
genome in blood samples from patients with DR, and a lower prevalence in diabetes patients without 












Funding:  H.S.R.  is  supported  by  the  EFSD/Boehringer  Ingelheim  European  Research  Programme  in 
Microvascular Complications of Diabetes. E.S.d.M is supported by the MRC‐DTP studentship program. 




















































































11. Malik, A.N.; Parsade, C.K.; Ajaz,  S.; Crosby‐Nwaobi, R.; Gnudi, L.; Czajka, A.;  Sivaprasad,  S. Altered 
circulating mitochondrial DNA and increased inflammation in patients with diabetic retinopathy. Diabetes 
Res. Clin. Pract. 2015, 110, 257–265. 





14. Bannwarth,  S.;  Procaccio,  V.;  Paquis‐Flucklinger,  V.  Surveyor  Nuclease:  a  new  strategy  for  a  rapid 
identification of heteroplasmic mitochondrial DNA mutations in patients with respiratory chain defects. 
Hum. Mutat. 2005, 25, 575–582. 









18. Qiu,  C.;  Hevner,  K.;  Abetew,  D.;  Sedensky,  M.;  Morgan,  P.;  Enquobahrie,  D.A.;  Williams,  M.A. 






Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 6259  12  of  13 
 
21. Schon,  E.A.;  DiMauro,  S.;  Hirano,  M.  Human  mitochondrial  DNA:  roles  of  inherited  and  somatic 
mutations. Nat. Rev. Genet. 2012, 13, 878–890. 
22. Blakely, E.L.; Mitchell, A.L.; Fisher, N.; Meunier, B.; Nijtmans, L.G.; Schaefer, A.M.; Jackson, M.J.; Turnbull, 
D.M.; Taylor, R.W. A mitochondrial  cytochrome  b mutation  causing  severe  respiratory  chain  enzyme 
deficiency in humans and yeast. FEBS J. 2005, 272, 3583–3592. 




Taylor, R.W.; de  Silva, R.N. Mitochondrial  transfer RNA(Phe) mutation  associated with  a progressive 




































Mitochondrial  DNA  oxidation  and  manganese  superoxide  dismutase  activity  in  peripheral  blood 
mononuclear cells from type 2 diabetic patients. Diabetes Metab. 2008, 34, 117–124. 
  
Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 6259  13  of  13 
 
39. Levey, A.S.; Bosch,  J.P.; Lewis,  J.B.; Greene, T.; Rogers, N.; Roth, D.; Group*,  f.t.M.o.D.i.R.D.S. A More 
Accurate Method  To  Estimate Glomerular  Filtration  Rate  from  Serum  Creatinine: A New  Prediction 
Equation. Ann. Int. Med. 1999, 130, 461–470. 
40. Ajaz, S.; Czajka, A.; Malik, A. Accurate Measurement of Circulating Mitochondrial DNA Content  from 
Human Blood Samples Using Real‐Time Quantitative PCR.  In Mitochondrial Medicine: Volume  I, Probing 
Mitochondrial Function, Weissig, V., Edeas, M., Eds.; Springer: New York, NY, 2015; pp. 117–131. 
© 2019 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article 
distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) 
license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
